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研究成果の概要（和文）：細胞の移動や形づくりに、そして細胞の力刺激に対する応答において、アクチン線維
の分解とそれにつづく再重合が必須であることが知られている。アクチン線維の分解にはコフィリンに加えて
AIP1が重要な役割を持つと推定されているが、その役割や仕組みは不明な点が多い。本研究は、アクチン線維に
コフィリンが結合し、さらにAIP1が結合してコフィリンによる切断を促進するという仮説を検討する。そのため
に、アクチン線維、AIP1、コフィリンを蛍光ラベルし一分子可視化する。ライブイメージングにより、AIP1一分
子がコフィリンの結合したアクチン線維に結合しアクチン線維の切断を促進していることを示すことができた。

研究成果の概要（英文）：Rearrangement of actin filaments by polymerization, depolymerization, and 
severing, is important for many cellular functions. Cofilin and actin-interacting protein 1 (AIP1) 
are evolutionally conserved proteins. They cooperatively sever actin filaments. However, little is 
known about the biophysical basis of the actin-filament severing by cofilin and AIP1 proteins. We 
performed single molecule kinetics analyses of fluorescently labeled AIP1 during the severing 
process of cofilin-decorated actin filaments that was fluorescently labeled with a different color 
chromophore. Our results showed that binding of a single AIP molecule was sufficient to enhance 
filament severing and may follow the MM type kinetics.

研究分野：生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
細胞の移動や形づくりに、そして細胞の
力刺激に対する応答において、アクチン
線維の分解とそれにつづく再重合が必須
であることが知られている。アクチン線
維の分解にはコフィリンに加えてAIP1が
重要な役割を持つと推定されているが、
その役割や仕組みは不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、アクチン線維、AIP1、コフ
ィリンを蛍光ラベルし一分子可視化する。
ライブイメージングにより、AIP1 一分子
がコフィリンの結合したアクチン線維に
結合しアクチン線維の切断を促進してい
ることを示しAIP1のアクチン線維切断に
おける役割と仕組みを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
コフィリンの存在下で一本のアクチン線
維にAIP1一分子が結合しアクチン線維の
切断が起きるまでの分子の動きを低雑音
近接場蛍光学顕微鏡（TIRF）でタイムラ
プスイメージング（30ms 間隔）を行い、
その画像分析する。 
一分子観察のためにAIP1は緑の蛍光色
素 Alexa488 でラベルする。ローダミンを
結合したアクチン分子、ビオチン化アク
チンを含むアクチンモノマーを重合させ
てアクチン線維を得る。抗ビオチン抗体
をカバーガラスにつけ、アクチン線維を
とびとび状にカバーガラスに固定する。
このようにして用意したアクチン線維は
ガラスの表面で揺らいでおり、コフィリ
ンやAIP1が溶液中と同様に結合すること
を確認した。 
アクチン線維、AIP1、コフィリンを蛍
光ラベルし、近接場蛍光顕微鏡（TIRF）
でイメージングすることで、アクチン線
維一本と AIP1 一分子を可視化する。その
画像を低ノイズ CCD カメラでタイムラプ
ス撮影する。その画像から、AIP1 一分子
がコフィリンを結合したアクチン線維一
本に結合し、その後、アクチン線維が切
断されることを画像として捉える。この
データから AIP1 一分子（あるいは複数分
子）がコフィリンによる切断を促進して
いることを示す。また切断の後の AIP1 の
振る舞いを分析することで、切断後アク
チン線維の切断端にAIP1が結合する可能
性を検討する。 

 
４．研究成果 a 
ライブイメージングにより、AIP1 一分子
がコフィリンの結合したアクチン線維に
結合しアクチン線維の切断を促進してい
ることを示すことができた。詳しい解析
を行うとAIP1の結合部位は観察用のガラ
スの表面にアクチン線維を固定した部位
とアクチン線維の揺らぎが増加する部位
の境目の場所であった。これらの結果か
らアクチン線維切断におけるAIP1の役割
と仕組みの一部を明らかにすることがで
きた。 
これまでに成功した一分子観察の例で
は興味深いことにAIP1は切断されたアク
チン線維の先端部に結合している。その
後、AIP1 はアクチン線維から解離した。
このように、AIP1 の一分子結合、短い時
間（１s程度）での切断、切断端への結合
（キャッピング）と解離を一分子レベル
で調べることができた。上記の１ｓの結
合時間から AIP1 が約 10 倍の切断促進作
用を持つことが分かった。 
AIP1 一分子が切断を促進していること
をAIP1の明るさの変化を通して分析した。
多くの例ではAIP1一分子がアクチン線維
に結合して切断を促進した。もし AIP1 の
複数分子が結合に関与している場合には、
複数の明るさのレベルが階段状に観察さ
れる。その場合、複数個の AIP1 結合によ
る切断のキネティクスの変化（例えば切
断時間が短いなど）を検討した。そこか
ら複数の AIP1 の結合がおき、相互作用に
よる切断の増強は観察されなかった。
AIP1 が互いに近傍に結合する可能性があ
るので、複数 AIP1 分子の結合を超高解像
イメージングする(分解能 18nm)。コフィ
リンの場合、近傍への結合はおそらくコ
フィリンの切断活性を生み出す機構であ
り (Hayakawa et al., 2014)同様の機構
がAIP1でも見つかる可能性があるが現在
はまだ検討を行っていない。 
さらに本研究ではコフィリンとAIP1の
二重蛍光測定を行って、アクチン線維に
結合したコフィリンの集団にAIP1が結合
することで、アクチン線維の切断が促進
することを示すことができた。 
アクチン線維の切断の分子的な反応過
程の詳細は現在も不明である。これまで
の Xie たちの先駆的な研究（Xie, et 
al.,1999）から一分子反応を記述すのミ



カエリスメンテン（MM）型反応式が知ら
れている。そこで、AIP1 一分子の切断促
進反応がMM型の反応方程式に当てはまる
かどうかを検討する。AIP1 の結合から切
断までの時間を測定して分析した。MM 型
の反応に従うならば、AIP1 の結合と活性
化の時間、および切断促進に時間が掛か
るため、Ts は単純な指数分布をするので
はなく、結合の時間と切断促進（活性化）
の時間を加味した２つの指数分布関数の
合計であらわされると推定される。実際
の測定では２つの時定数を決定する分解
能を達成することは現時点ではできてい
ない。現時点では一つの時定数で記述す
ることができた。 
この切断の活性化に必要なエネルギー
はアクチン線維の局所的な曲げ（キンク）
によって供給されるという仮説を検証す
るために、切断点におけるアクチン線維
のキンクの角度を分析する。AIP1 による
切断の活性化エネルギーの減少が予想さ
れるので、小さい角度のキンクで切断が
起きる可能性があり、キンク角の分布を
分析した。 
この現象はキャッピングと呼ばれて、
我々は近傍にある２つの切断端が再びつ
ながる現象（アニーリングと呼ばれる）
を阻害していると考えている。断端に
AIP1 が結合している場合と結合していな
い場合を比較して、キャッピングによる
アニーリングの阻害を検討したが、画像
分析を行うには切断点の揺らぎの速度が
速すぎて、分析は十分に行うことができ
なかった。 
 細胞レベルの実験から、AIP1 のアクチ
ン線維に対する結合あるいは切断活性は、
アクチン線維の張力に依存して制御され
ている可能性が高い。そこで、アクチン
線維の内在張力を変化させつつ、AIP1 の
結合頻度の変化を調べることは今後の課
題として残された。 
 これらの成果は現在論文にまとめて投
稿中である。 
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